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Objectives 
The identification of the microbiota present in the coelomic fluid of Paracentrotus 
lividus has been highlighted in order to understand the role of bacteria in the 
physiology, ecology and aquaculture activities of this echinoderm. 
Methods | Experiences | Results  
The presence of bacteria into the coelomic fluid of the Mediterranean sea urchin 
Paracentrotus lividus has been explored. Two different methods of analysis, the 
culture-based and culture-independent investigations, are described. The 
dependent culture method based on the growth of bacteria on marine agar and 
DNA sequencing after the amplification of the 16S rRNA gene, reported a 
predominance of taxa belonging to Proteobacteria and Bacteriodetes. The 
analysis of the production of extracellular enzymes and antibacterial compounds 
has also been performed and reports that the isolated strains produced 
proteases, lipases and esterases. The independent culture method was 
performed by the sequencing by minION™ technologies of the metagenomic DNA 
extracted from the coelomic fluid. This approach reported a predominance of taxa 
belonging to Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria, 
Thermodesulfobacteria, Ignavibacteria, Firmicutes and Tenericutes. In addition, 
studies on interactions with marine microorganisms are providing additional tools 
to understand phenomena of symbiosis, development and morphogenesis.  
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Figure 15: Phylogenetic  tree  zoomed  to  show  the affiliation of  the  isolated  strain 11  to  the genus 
Marinobacter ..................................................................................................................................... ‐ 23 ‐ 
Figure  16:  Phylogenetic  tree  zoomed  to  show  the  affiliation of  the  isolated  strain  9  to  the  genus 
Balneola ............................................................................................................................................. ‐ 23 ‐ 















Figure  25:  Antimicrobial  assay  with  a  Gram‐positive  strain  (K.rhizophila)  in  soft  agar.  Incubation 
overnight at 37°C. .............................................................................................................................. ‐ 30 ‐ 












and microorganisms.  They  live  in  a  complex  community  and  need  some  interactions  to  growth, 
produce energy and protection. Moreover, microorganisms are not only a source of contamination 
and disease but also serve  for a correct development. The microbiota  is the set of microorganisms 
(bacteria,  yeasts,  fungi  and  virus)  that  live  in  symbiosis with other organisms  (such  as  animals or 
plants). This set can be found inside or outside (like on the skin for animal) to the host organism. The 
first approach of  this  term  for human was  realised by  J.Lederberg with  the  terms microbiome, “to 
signify  the  ecological  community  of  commensal,  symbiotic,  and  pathogenic  microorganisms  that 





probably  underestimated  [3].  The  human  genome 
contains  about  20’000  different  genes  and  the 
bacterial  gut  metagenome  meanwhile  contains 
more  than 3 million genes  (cells  ratio  is about 1:10 
between eukaryotes and prokaryotes cells) [4]. This 
difference  is not negligible and helps to understand 
why  the microbiota plays  an  important  role during 
the live and for the health of each host organism [5]. 
The  gastrointestinal  track  is  the  most  important 
region  of  the  animal  body  where  this  amount  of 
microorganisms  is  present  and  can  be  considered  like  an  independent  organ.  The  intestinal 





certain  diseases  such  as  arthritis  [9],  cirrhosis  and  liver  disease  [10],  pneumonia  in  HIV‐infected 
individuals [11], type 2 diabetes [12] and obesity [13].  
For plants, the microbiota  is also  important and  is  involved  in vital function such as plant nutrition, 


















and  8.4,  and  is  a  slightly  alkaline  mixture  with  solids,  gases  and  dissolved  organic  matter,  the 
concentration of which varies according to region and temperature. At the beginning of the  life on 
Earth  (3.5 billion years ago), microorganisms were  the only  living  form and  this  for about 3 billion 
years.  So  the development of  life on  Earth  and  its  environment depend on  the past  and present 
activities  of  marine  bacteria.  During  the  twentieth  century,  a  lot  of  experiment  (metagenomics 
studies) were  realised with  sea  samples,  for  several  reasons. As  described  above, water  covers  a 
surface biggest than continents and then microbial water life has an important role in the regulation 
of  Earth  ecosystems.  It’s  a  natural  resource.  The  environment  of marine  niches  is  particular  and 
demands  to  the microorganisms  to be  resistant  against  salts  concentration,  temperature,  sun UV 
rays. Some new genes and expressed proteins can be found and used for biotechnological processes; 
this part  is  fast growing. The  change of  the marine microbial diversity  is directly affected by  their 
environment  and  can  be  used  as  a  detector  for  ecosystem  sustainability  [15].  The  discovery  of 
abundance microbial  life  in  this  environment  has  confirmed  the  old  theories  on  the  vital  role  of 
marine microorganisms for the maintenance of life on the Earth [16]. The sea microbiota is studied in 
coastal regions over the world but the comparison between studies is difficult because the conditions 




the  diversity  of  sea microbiota  show  that  the micro‐organism  density  decreases with  depth  [18]. 
However,  some  results  obtained  in  another  study  show  that  aphotic  zone  contains more micro‐
organisms than the other part of the ocean and that this community  is more productive than earth 
microorganisms  [19, 20]. The nutrient cycle of Deep Ocean bring essential nutrients  for  the photic 
and  terrestrial zone and  then microorganisms’ communities of  these  two zones are dependent on 
the aphotic zone microbiota [20]. 
1.2 Marine organisms microbiota  
The  study  of  interactions  between  marine  organisms  and  their  microorganisms  is  providing 
interesting insights into phenomena of symbiosis and pathogenicity. In fact, it is known that even in 
the  marine  environment  the  bacteria  establish  relationships  with  guests  and  in  some  cases 
organisations promoting the acquisition of nutriment, tissue development or immune system [21]. 
Symbiotic microbial communities are common in marine invertebrates and include several species of 






The microorganism  symbiotic  also  plays  a  critical  role  in  ensuring  the  normal  growth  of  the  host 
organism,  through  the  supply  of  nutrients  and  the  production  of  secondary  metabolites  having 
protective  activity  against predators.  For  example  sponges,  corals  and  sea  squirts,  carry out  their 
activities nutrient suppliers, through carbon fixation, that comes from photosynthetic symbionts [25]. 
The  structural  and  functional  diversity  of  microbial  community  symbionts,  in  fact  suggests  that 
invertebrates  guests  create  microbial  niches  that  contribute  to  the  biodiversity  and  to  vary  the 
nutrient cycle in the marine ecosystem of the coasts [26]. The specific microorganisms which live in 
microbial niches include bacteria, archaea and single eukaryotic cells, make up about 40% of the total 
volume  of  the  sponge  [27];  the  cyanobacterial  symbionts,  provide  up  50%  of  energy  needed  to 
tropical sponges [28], other strains produce metabolites directly active against predators [29] which 
are  also  useful  not  only  for  pharmaceutical  uses  but  seems  to  contribute  in  determining  the 
development  of  the  sponge  [30].  The  sponge  symbiotic  microorganisms  are  responsible  for  the 
synthesis of  vitamin B1  that  these  animals must  necessarily obtain  from  the nutrient  [31].  Today 
there  is  increasingly  focused  on  the  fact  that  the  sponges  contain  their  specific microbiota  and 
through  pyrosequencing  of  different  species  have  been  identified,  Proteobacteria,  Acidobacteria, 
Actinobacteria, Chloroflexi are  the mostly present  [32]. The  synthesis of  secondary metabolites by 
symbiotic microorganisms contributes, as we said, for the chemical defences of marine invertebrates 
[33],  the  strategy will  be  useful  for  organisms who  need  fixation  to  a  support  to  growth  (sessile 
organisms)  to  discourage  predators,  avoid  getting  trapped  in  sly  contexts  and  for  the  substrate 
competition [34].  It  is to underline the fact that many of these secondary metabolites are useful  in 
the pharmaceutical field and in the biotechnological applications [35]. 
Many studies on the microbiota of sea squirts focus their attention on cyanobacteria  isolated from 
the cloacal cavity  (meeting point of  the excretory ducts of  the urinary and  reproductive apparatus 
with  the  end  of  the  intestinal  canal)  or  the  host  organism  tunic  (protection  layer  for  the  host 
organism)[36]. Cyanobacteria of  the  strain  Prochlon  generally  provide UV  absorbent molecules  to 




micro‐organisms  in  aquatic  invertebrates.  The most  common  genra  reported  as  symbionts  of  the 
gastrointestinal  tract  of marine  invertebrates  are:  Pseudomonas, Vibrio, Micrococcus, Aeromonas, 
Flavobacteria.  
Among  the  ecologically  and  commercially  important  invertabrates,  the  sea  urchin  deserves 
considerable attention, both for its use as a culinary delicacy [39], both as a model organism for the 
study of biological systems of primary importance such as embryogenesis, development and studies 




















meadows  of  seagrasses  at  a  depth  up  to  20 meters  but  can  be  found  until  80 meters when  the 
temperature  of  the  upper  water  exceeds  29°C  (living  temperature  between  4°C  to  29°C).  This 
organism  is principally herbivore and eats different kinds of algae  like R.verruculosa, C.nodosa and 
P.pavonica  [44].  It moves outsides  rock cavity during  the night  to eat and still hide  the  rest of  the 
time.  
 
The  reproduction  period  for  P.lividus  is  between  February  and  July;  during  this  period,  which 
corresponds to the algal production, the gonads are biggest and contain gametes (sperms and eggs) 
[46].  The  fecundation  of  eggs  is  external.  Eggs  and  sperms  are  ejected  in  the  sea  in  the  same 
moment, during the night; the fusion of the gametes is realised with some adhesive protein in sperm 





species of  the Mediterranean  Sea  [48].  For example between 1996 and 2000, a mean of 500,000 
tonnes per year were  fished  in Spain Atlantic Ocean. This quantity has been reduced  to a mean of 
100,000  tonnes per year between 2001 and 2011  [49]. This  reduction  is a good beginning but not 
sufficient to recover the initial world population of sea urchin. 
Figure 4: bottom side (oral pole) of light
violet Paracentrotus lividus [45]. Figure  3:  Upper  side  (aboral  pole)  of  darkviolet Paracentrotus lividus [45]. 













The  body  structure  (named 
test,  Figure  5)  of  P.lividus  is 
composed  of  five  symmetric 
calcareous  plates  and  the 
epidermis.  The  form  of  this 
animal  is  spherical  for  the  top 
and  flattened  on  the  bottom 
and  the  maximum  test 
diameter  is  about  7 
centimetres  [52].  It  is  covered 
by  movable  spines  and  podia 
with  which  it  can  move 
vertically and horizontally. The 
spines are fixed on the shell by 
muscles  and  serve  also  as 
protection  against  the 
predator and to catch and hold the nutrients. The weight of spines on healthy sea urchin corresponds 
to  50%  of  the  total weight.  The  podia  serve  principally  for  oxygen  absorption,  body  cleaning  or 
covered the body with pieces of algae, shell and rocks as a camouflage  (named spine canopy). The 
mouth  is  situated on  the bottom  surface  (oral pole, Figure 2) and  is called Aristotle’s  lantern,  it  is 
composed of five triangular plates with the tooth at the end. The sea urchin P.lividus also uses this 




The digestive  system  is directly  associated  to  the 
gonads  by  hemal  and  mesenterial  strands.  The 
gametes and excrements are released into the sea 
by the anal pole. Inside the coelomic cavity (cavity 
forms  by  the  test)  you  can  also  find  five  gonads 
(reproductive  organs,  Figure  6)  disposed  radially 
on the test. The colour of desirable gonads can be 
varied between yellow‐orange and orange‐red due 














(as  nutrient  transport  or  immune  activity)  [56‐57].  The  coelomic  fluid  is  not  in  contact with  the 
surrounding seawater environment and in direct contact with internal tissues. This is why this liquid 
is  composed  by  immunocytes  that  respond  to  pathogen  challenge  and  producing  antibacterial 
molecules  [58‐59].  Therefore,  the  coelomic  fluid  could  be  considered  as  a  complex  tissue  that 
mediates  responses  against  injury  and  microbial  infections  by  different  approaches  such  as 
coagulation, opsonization, phagocytosis and encapsulation [60]. In a second case, the coelomic fluid 
of  P.lividus has been  supposed  to be  a microorganism‐free  compartment. Only  recently,  a  report 
describing the  identification of a bacterial microbiota associated with the coelomic fluid of P.lividus 





Two  different methods  of  analysis,  the  culture‐based  and  culture‐independent  investigations,  are 
described. The dependent culture method based on the growth of bacteria on marine agar (MA) and 
DNA  sequencing  after  the  amplification  of  the  16S  rRNA  gene,  reported  a  predominance  of  taxa 
belonging  to  Proteobacteria  and  Bacteriodetes.  The  analysis  of  the  production  of  extracellular 
enzymes has also been performed and reports that the  isolated strains produced proteases,  lipases 
and esterases. This kind of biomolecules can be useful for biotechnological processes but needs to be 
characterised  because  only  qualitative  approaches  have  been  done.  The  independent  culture 
method was  performed  by  the  sequencing  by minION™  technologies  of  the metagenomics  DNA 















40.20  g  (balance  BC1500,  ORMA,  n°33888)  of  marine  broth  (Conda  pronadisa,  n°1217.00)  was 
suspended  in  1.0  L  of  distilled water. Well mixed  and  dissolved  by  heating  in  a water  bath with 
frequent  agitation.  The  preparation  was  boiled  one  minute  in  the  microwave  (Electrolux  M8, 
n°EMS21400S) until  complete dissolution. After  the  temperature was below  than 30°C, 15.00 g of 
BactoAgar  (BD,  n°214010) was  added  and  the medium was  sterilised  at  121°C,  1  atm  during  20 








June  and  July  2016.  The  P.lividus  samples were  taken during  the  early hours of  the morning  and 
immediately  transported  to  the  Laboratory  of Molecular Microbiology  and  Biotechnology  of  the 
University  of  Palermo,  in  optimal  conditions  of  temperature  and  humidity,  such  as  to  ensure  an 
analysis  as  accurate  as possible  and  corresponding with natural  conditions.  It was  then externally 




The coelomic  liquid extracted was mixed with 100 µL of 0.5 M EDTA  (Sigma, n° E6758)  to prevent 
















The bacterial suspensions were boiled  in water bath for 5 minutes,  immediately after placed on  ice 





Name  Sequences  Lenght  Information 
16S_27F  5’‐ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ‐3’  20  PCR primer 
16S_1492R  5’‐ TACGGYTACCTTGTTACGACTT‐3’  22  PCR primer 
Primer 16S_27F (Invitrogen, Q8181A07 ); Primer 16S_1492R (Invitrogen, n°Q8181A08) [62].  
The  region  amplified  by  the  primers  used  is  visualised  on  the  Figure  7.  This  PCR  reaction  can  be 
named as “16S long” amplification [63]. 
Figure 7: Amplified region on the 16S rDNA [64]. 










5x PCR reaction buffer  1x  10  50  150 
10 mM dNTP mix  200 μM each  1  5  15 
50 mM MgCl2  1.5 μM  1.5  7.5  22.5 
Primer 16S_27F  0.2 μM  1  5  15 
Primer 16S_1492R  0.2 µM  1  5  15 
Template DNA  ‐  1  ‐  ‐ 
Tfi DNA polymerase (5U/µL)  5 units  1  5  15 
H2O sterile   ‐  33.5  167.5  502.5 











Initial Denaturation  3 min  94   
Denaturation  45s  94 
Annealing  1 min  50  30 cycles 
Extension  1.5 min  72 










5  µL  of  ladder  (MassRuler  DNA  ladder mix,  Thermo  Scientific,  n°SM0403  or  DNA  ladder,  Roche, 
n°14833221) was  loaded  for each  run. 2 µL of  sample mixed with 1 µL of  loading buffer  (DNA gel 
loading dye 6x, Thermo Scientific, n°R0611) was  loaded per well. The  run conditions were 100 mA 
and 100 V (electrophoresis power supply Elvi tipo18, n°877) and the run duration was about 1 hour. 









microwave  (Electrolux  M8,  n°EMS21400S)  until  complete  dissolution  of  the  agarose.  2.5  µL  of 
ethidium bromide (Sigma, n°E1510) was added to the solution before the pouring of the gel. Let the 
gel  solidified  before  the  use.  5  µL  of  ladder  (MassRuler  DNA  ladder  mix,  Thermo  Scientific, 











NT1  (Macherey‐Nagel, n°740609.250) was added  for each 100 mg of agarose gel. The  sample was 
incubated 10 min at 50°C  (thermobloc BBD2, Grant Boekel, n°7W9906001) with vortexing every 3 







of  the  column was dried by  centrifugation  for 1 minute at 11,000 G and  incubation at 70°C  for 5 
minutes.  The  column was placed  into  a new  tube of 1.5 mL  and 50 µL of demineralised water  is 









The  chromatograms  obtained  for  the  sequencing  of  amplicons  were  analysed  by  bioinformatics 
software  FinchTV  1.4.0.  This  application  is  free  and was  developed  by Geospiza  Inc.  (2004‐2006). 
FinchTV allows determining the correct allocation of the positions of the nucleotide bases, and then 
manually modifying  the  sequence  to  then be  exported  in  FASTA  format,  so  it  can be used  in  the 
subsequent analyses. 
2.1.7.2 BLAST	





The  sample  sequences  were  compared  with  the  16S  ribosomal  RNA  sequences  (Bacteria  and 








































gel. The  resolving gel corresponded  to  the  lower part of  the entire gel and  the stacking gel  to  the 













The  destaining was  then  realised  in  three  steps  of  1  hour with  fresh  destaining  buffer  (5%  (v/v) 




centrifuged  (Thermo  Scientific  SL16R,  n°75004030)  at  1800 G  for  20 minutes  at  4°C.  2 mL  of  the 































60  min  and  then  rinsed  two  times  with  demineralised  water  during  1  min  (each).  The  gel  was 
developed  with  the  developing  solution  (0.04%  (v/v)  formaldehyde  (Sigma,  n°F8775),  2%  (w/v) 
sodium carbonate  (Sigma, n°31432)) until  to see  the coloration expected  (grew‐brown colour) and 



















The  concentration  of  the  resolving  gel  was  usually  12%  of  acrylamide.  The  CMC  added  had  a 






carried  out with  the  colorant  Congo  red  (0.1%  (w/v)  in water  solution,  (Sigma,  n°C6277))  for  20 
minutes  at  RT.  The  destaining was  then  realised  in  three  steps  of  1  hour  with  fresh  destaining 


















The  solution  of  rhodamine‐B  and  olive  oil were  filtrated  at  0.20  µm,  and  then  added  after  the 
autoclaving of the medium and before the pouring of the plate. 5µL of SGS was deposed as a drop on 
the plate.  The protocol performed  allows  to  evaluate,  through  the use of  rhodamine‐B dye,  such 
bacterial  strains are able  to activate  the enzyme  for  the use of olive oil.  In  fact,  the bacteria  that 
possess the lipase is capable to hydrolysed fats, animal and vegetable oils (such as olive oil) and free 

































The upper aqueous phase  containing DNA was  transferred  into a new  tube and 800 µL of  freshly 
prepared precipitation solution was added. The solution was gently mixed by serval  inversion at RT 
and centrifuged at 11,000 G for 2 minutes. The supernatant was completely removed and the DNA 














placed between  two neighbouring  surfaces. Thus  the drop of  sample placed on  the  reading plate, 
creates a liquid column directly in contact with two optical fibres, this analysis is very simple and fast. 
The wavelength used to measure the concentration of DNA is 260 nm.  










The  primers  used were  the  same  than  in  section  2.1.3  (Table  1).  The  amplification  reaction was 
carried out in a total reaction volume of 30 μl, using the following quantities of reagents (Table 7): 
Table 7: Master Mix used for the amplification of the 16S rRNA gene form microbial genomic DNA. 
  Final Conc.  Vol. for 1 rx [µL]  Vol. for 6 rx [µL] 
10x PCR reaction buffer  1x  3.0  18 
10 mM dNTP mix  200 μM each  0.6  3.6 
50 mM MgCl2  1.5 μM  0.9  5.4 
Primer 16S_27F  0.2 μM  0.6  3.6 
Primer 16S_1492R  0.2 µM  0.6  3.6 
Template DNA  ‐  1  ‐ 
Taq DNA polymerase (5U/µL)  1.5 units  0.3  1.8 
H2O sterile   ‐  23  138 
Total  ‐  30  174 
Taq DNA polymerase, 10x PCR reaction buffer and 50 mM MgCl2 (Invitrogen, n°10342‐020); dNTP set 






Initial Denaturation  3 min  94   
Denaturation  45s  94 
Annealing  1 min  50  30 cycles 
Extension  1.5 min  72 
Final extension  10 min  72   








Palermo, under  the  supervision of Dr  Tripodo C.  and  the  technical  support  of Dr Arancio W.  The 
extracted products have been sent without preparation. The technology used for the sequencing was 
named  minION™  and  it  was  in  development.  More  information  on  the  method  used  for  the 
preparation  of  the  sample  and  the  analysis  can  be  found  on  the  website  of  Oxford  nanopore 
technologies [68]. 
The software used to treat the result is named: What's in my pot (WIMP). It is an EPI2ME workflow 
for sequence classification.  It generates a  report  that  represents  the biological diversity present  in 
the  sample  in  real  time.  The  application  works  on  a  read‐by‐read  basis  by  basecalling.  WIMP 
performs  real‐time  taxonomic  classification,  according  to  the  NCBI  taxonomy,  by  processing 
MinION™. Wherever possible, the reads are placed at the species or sub‐species level. If there is not 
enough information to identify the species, the read is placed at a higher rank of the taxonomic tree. 
If no placement  is  reliable enough,  the  sequence  is  labelled as  "Could not  classify  sequence". The 
WIMP report continues to be updated as more reads are processed through the workflow until it is 
stopped by the user [69]. 





The  classification method  of WIMP  relies  on  a  data  structure  that maps  all  k‐mers  of  length  24 
present  in the reference database to nodes  in the NCBI taxonomy tree. Due to this pre‐processing, 


















The  Figure  8  shows  the  diminution  of  the  MA  thickness  after  3  weeks  at  30°C  caused  by  the 
production of hydrolytic enzymes from the isolated strains 1, 4, 5, 6, 7, 9 and 10.  
A plate without bacteria has been used  to confirm  that  the diminution of  the  thickness was not a 
cause of evaporation. The result obtained shows any difference of thickness. 
The  phenotypic  analysis  of  pure  culture  suggested  that  12  different  bacterial  strains  have  been 













incubation. The colonies  from  the strain 8 and 10 have a  light orange colour and are opaque. The 
form  is  circular with  raised  elevation,  regular margin  and  smooth  surface.  The  colonies  from  the 



































After  the  PCR  colony  and  before  the  sending  of 
the  samples  for  the  sequencing,  a  purification 
step should be realised. This step was realised to 
eliminate  all  residues  of  the  reaction  and  to 
obtain  clear  result  during  the  sequencing.  The 
final volumes were 50µL (two elution). 1 µL of PCR 
products were  charged on a 1% agarose gel and 
separated  by  electrophoresis.  The  Figure  13 
shows  the  result  obtained  after  purification  of 
PCR products of the strains 1‐7. 
The band of 1500 bp obtained  in the  lanes 1‐7  is 
expected and  confirms  that  the purification  step 
worked well. The results obtained for the strains 8 
to 12 were the same, unfortunatly the picture of 






for  the  amplification with  the  forward  primer  (16S_27F)  and  one  for  the  amplification with  the 
reverse primer (16S_1492R). After the selection of the best amplified region (quality and separation 
of  the pics)  from each chromatogram,  the  forward and  reverse  sequences were aligned with each 




The  phylogenetic  tree  of  all  isolated  strains was  realised with  the  software MEGA  7.  The  entire 

































































sequence  similarity.  O.indolifex  is  a marine  Gram‐negative,  strictly  aerobic  and  non‐fermentative 
bacterium.  It  requires  sodium and  sea  salts  for growth. Cells are non‐motile  irregular  rods.  It was 
isolated in the North Sea water from a depth of 10 m [74].  
Figure 17: Phylogenetic tree zoomed to show the affiliation of the isolated strain 10 to the genus Oceanibulbus. 
The  Figure  18  is  a  zoom  focused  on  the  genus Vibrio  (class: Gammaproteobacteria).  The  isolated 
strains present  in  this group are  the 1  to 8 and  the 12. Vibrio genus  is one of  the most abundant 
cultivable microorganisms  from sea environment  [75]. The specie of  the strains 4 and 8  is close  to 
V.cyclitrophicus with 99% sequence similarity. V.cyclitrophicus is a marine Gram‐negative, anaerobic 
facultative  and  motile  bacterium  and  need  a  defined  media  using  ammonium  salts  as  the  sole 
nitrogen source. This specie was  isolated from eagle harbour  in Puget Sound, Washington [76]. The 

























To evaluate  the activity of extracellular proteases produced by  the  isolated  strains, 5 µL of SGS of 
each  isolated strain (without strain 9 because  it was not cultivable  in  liquid culture, no growth was 
visible after 5 days of  incubation at 30°C and 200  rpm) were added  to 5 mL of MB and  incubated 








6, 7, 9 and 12 which mean  that  the  spent medium of  these  strains  contains proteases  and  these 
enzymes are actives at room temperature. The spent medium of the sample 3, 4, 8, 10 and 11 does 










To  evaluate  the  production  of  extracellular  enzymes  by  the  isolated  strains,  5  µL  of  SGS  of  each 
isolated  strain  (without  strain  9,  same  reason  as  section  3.1.5) were  added  in  5 mL  of MB  and 
incubated overnight at 30°C. The cultures were then centrifuged at 1800 G during 20 min at 4°C and 













the  lane of all  isolated  strains  (difficult  to  see on  the Figure 20). The  spent medium of all  isolated 
strains (without strain 9, same reason as section 3.1.5) contains extracellular proteins after 24 hours 
of  culture  in MB at 30°C. This analysis  is qualitative and  the  ladder  is used as  indication.  It  is not 
possible  to determine precisely which kinds of proteins are present with  this assay. However,  the 
experiment to identify by mass spectrometry the kinds of protein produced is in progress (in Naples). 
3.1.7 Assay	of	cellulase	activity	
To evaluate  the activity of extracellular cellulases produced by  the  isolated  strains, 5 µL of SGS of 
each  isolated strain (without strain 9, same reason as section 3.1.5) were added  in 5 mL of MB and 
incubated overnight at 30°C. The cultures were then centrifuged at 1800 G for 20 min at 4°C and 2 



























The Figure 21 shows  the results obtain  for  the cellulase assay. The bands visible on  the  lane 2 are 




To evaluate  the activity of extracellular esterases produced by  the  isolated  strains, 5 µL of SGS of 
each isolated strain (without strain 9, same reason as 3.1.5) were added in 5 mL of MB and incubated 
overnight at 30°C. The cultures were then centrifuged at 1800 G for 20 min at 4°C and 15 µL of the 











the  isolated  strains 1, 4, 5, 6 and 8 which mean  that  the  spent medium of  these bacterial  strains 
contain esterases and these enzymes are active at 37°C. The red circle  is used to show the positive 


















The Figure 23 shows the results obtained  for the  lipase assay. An orange‐pink  fluorescent  is visible 
for  the  delimited  spaces  (formed  by  the  colonies)  1,  4,  5,  6,  11  and  12 which mean  that  these 
bacterial strains produce  lipase and these enzymes are actives at 30°C. The bacterial culture of the 
sample 2, 3, 8, 9 and 10 don’t contain  lipase; no orange‐pink  fluorescent  is visible  in the delimited 
space. For  the  strain 7, no growth  is visible. This  strain  is probably  lipid  intolerant. This analysis  is 
qualitative;  it  is not possible  to determine precisely which kinds of enzymes are present with  this 
assay. 
3.1.10 Antimicrobial	assay	
To determine  if  the  isolated  strains produce antibacterial compounds,  two assays were  realised  in 
soft agar: the first one with a strain of Escherichia coli (Gram‐negative bacteria) and the second one 














The  isolated  strains  don’t  produce  any  antibacterial  compound  against Gram‐negative  and Gram‐
positive bacteria; no clear halos are visible around the culture circle of each strain.  
3.1.11 Summary	of	the	results	














2  V.rarus  ‐  ‐  ‐ 
3  V.rarus  ‐  ‐  ‐ 
4  V.cyclitrophicus  +  +  + 
5  V.jasicida  +  +  + 
6  V.jasicida  +  +  + 
7  V.renipiscarius  ‐  ‐  NA 
8  V.cyclitrophicus  +  +  ‐ 




11  M.sediminum  ‐  ‐  + 









After  the harvesting of  the coelomic  fluid  from 3 different P.lividus,  the 
DNA  present  in  each  sample  was  extracted  following  the  method  in 
section  2.2.1.  10  µL  of  sample were  charged  in  a  1%  agarose  gel  and 
separated by electrophoresis. The Figure 26 shows the results obtained. 
The  band  at  23  kb  in  lanes  2,  3  and  4  represents  the  total  DNA  and 
confirms  that  the protocol  for extraction worked  fine. The extract DNA 







The  ratio 260/280 and 260/230 were as expected and  confirm  that  the 
DNA  samples  were  not  contaminated  by  proteins,  carbohydrates  and 
phenol. 
3.2.2 Amplification	of	the	16S	rRNA	gene	
To  confirm  the presence of bacterial DNA, a PCR  reaction 
was  realised  with  the  product  of  extraction.  The  region 
amplified  by  the  primers  used  is  the  16S  ribosomal  RNA. 





The  band  at  1500  bp  in  lane  5  confirms  that  the  PCR 
reaction worked  fine and  the  functionality of  the primers 
used (16S_27F and 16S_1492R). This band is more below in 
the  lane  than  the other because  the positive  control was 






Figure  27:  Electrophoresis  analysis  of  the
amplified  products  of  extraction
(1%, 100V for 1h). 






The  results of DNA sequencing obtained  in  the  laboratory of Dr Tripodo, Polyclinic of Palermo,  for 
one DNA  sample are  reported  in Figure 28  (the  sequencing of others  samples  is  in progress). The 




and Clostridium  (both belonging  to  Firmicutes); Phytoplasma  and Mycoplasma  (both belonging  to 
Tenericutes);  Corynebacterium  (belonging  to  Actinobacteria);  Vibrio,  Escherichia,  Advenella  and 
Sorangium  (all  belonging  to  Proteobacteria);  Prochlorococcus  (belonging  to  Cyanobacteria); 
Mesotoga  (belonging  to Thermotogae); Thermodesulfatator  (belonging  to Thermodesulfobacteria); 
Melioribacter  (belonging  to  Ignavibacteria);  Ilyobacter  (belonging  Fusobacteria). And  two different 
genus of Archaea were found, Methanocella and Methanococcus (both belonging to Euryarchaeota). 
However,  the  sequencing of more  than one  sample  is necessary  to  identify  the most  represented 
genera in the coelomic fluid of P.lividus.  
   








internal organs  [84]. To  live and survive,  the sea urchin has  to be able  to defend  itself against  the 
external predators  and  also  against pathogen microorganisms present  in  the marine  environment 
that  can enter  inside  the  test  cavity  [85‐86].  In  this case,  this  invertebrate has developed defence 
responses based primarily on  immune cells and humoral  factors present  in  the coelomic  fluid  [83]. 
The  presence  of  five  different  types  of  cells  in  the  coelomic  fluid,  classified  as  amebocytes, 








dependent  and  culture‐independent method.  The  first  approach  has  allowed  the  identification  of 
species closely related to the genus: Vibrio, Marinobacter, Balneola and Oceanibulbus. Among these, 
9  isolated strains are  from Vibrio genus and one strain  represents each other genus. The bacterial 
phyla  identified by  this approach are Proteobacteria and Bacteriodetes. These  two phyla were also 
isolated from the coelomic fluid of P.lividus collected  in a different geographic area, during the first 
study  [61].  The  culture‐independent  approach  has  partially  confirmed  the  results  of  the  culture‐
dependent approach. Indeed, only the Vibrio genus was found equally present in the metagenomics 
sample  sequenced. However,  just one of  the metagenomics DNA  samples was  sequenced and  the 
culture  dependent method was  realised  on MA.  In  addition,  as  only  1‐  1.5%  of  the  bacteria  are 
cultivable,  the  culture‐independent  approach  provides  knowledge  on microorganisms  that  cannot 
grow in the laboratory, but that may be present in major proportion in the sample analysed. 








produce  antimicrobial  substance  against  Gram‐negative  and  Gram‐positive  strains  as  E.coli  or 









qualitative.  The  results  obtained  show  that  different  enzymes  are  secreted  and  active  at  room 
temperature.  A  more  precise  characterisation  using  specific  substrates,  inhibitors,  different 
temperatures and a mass spectrometric analysis has to be realised to identify which kinds of enzyme 
are produced and determine if these products that could be exploited in biotechnological process. 
In  addition,  studies  on  interactions  between microorganism  and marine  organisms  are  providing 
additional  tools  to  understand  phenomena  of  symbiosis,  development  and morphogenesis.  It  has 
been  shown  that  some  strains  belonging  to  the  genus  Pseudoalteromonas,  promote  the  larval 
settlement  of  a  species  of  sea  urchin,  Heliocidaris  erythrogramma  [93].  This  specie  has  a  direct 
development,  from  the  larva  formed  to  the  adult  forms,  instead  of  a  first  passing  through  an 
intermediate  stage, as  for P.lividus. Then  it would be  interesting  to determine which  role has  the 
bacterial microbiota  contained  in  the  coelomic  fluid  for  the  development  and morphogenesis  of 
Paracentrotus lividus larvae and investigate which kind of bacterial strains are present during the first 
hours of the fecundation of the eggs.   
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